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APCI 大気圧化学イオン化 Atmospheric pressure chemical ionization
DAG ジアシルグリセロール Diacylglycerol
FFA 遊離脂肪酸 Free fatty acid
GC ガスクロマトグラフィー Gas chromatography
HPLC 高速液体クロマトグラフィー High performance liquid chromatography
HUFA 高度不飽和脂肪酸 Highly unsaturated fatty acid
LDL 低密度リポタンパク質 Low density lipoprotein
MAG モノアシルグリセロール Monoacylglycerol
MCFA 中鎖脂肪酸 Medium chain fatty acid
MS 質量分析 Mass spectrometry
MS/MS エムエスエムエス（または、タンデム質量分析）




SIM 選択イオンモニタリング Selected ion monitoring
SRM 選択反応モニタリング Selected reaction monitoring
TAG トリアシルグリセロール Triacylglycerol
TF テーリングファクター Tailing factor
TLC 薄層クロマトグラフィー Thin layer chromatography
UV 紫外吸光光度検出器 Ultraviolet absorption detector
UV-VIS 紫外可視吸光光度検出器 Ultraviolet-visible absorption detector  
 
 
略語 日本語 英語 炭素数：不飽和度
C8 カプリル酸 Caprylic acid C8:0
C10 カプリン酸 Capric acid C10:0
C12 (La） ラウリン酸 Lauric acid C12:0
C14 ミリスチン酸 Myristic acid C14:0
C16 (P) パルミチン酸 Palmitic acid C16:0
C18 (St) ステアリン酸 Stearic acid C18:0
O オレイン酸 Oleic acid cis -9-C18:1
El エライジン酸 Elaidic acid trans -9-C18:1
L リノール酸 Linoleic acid cis,cis -9,12-C18:2
E (EPA, E) エイコサペンタエン酸 Eicosapentaen acid cis,cis,cis,cis,cis -5,8,11,14,17-C20:5
D (DHA, D) ドコサヘキサエン酸 Docosahexaenoic acid cis,cis,cis,cis,cis,cis-4,7,10,13,16,19- C22:6
S (SFA) 飽和脂肪酸 Saturated fatty acid







グリセリンに 3 分子の脂肪酸がエステル結合した構造を持ち 1)、TAG の構造を Fischer 投
影式で図 1.1 のように示した場合、脂肪酸の結合位置を上から順に sn-1、sn-2、sn-3 位と
称して区別している 2)。‘sn-’は stereospecific numberingの意味である。また、sn-1,3位を
α位、sn-2 位を β位とも称する。図 1.1 に示した例は 1,2-dipalmitoyl-3-oleoyl-sn-glycerol
であり、2分子のパルミチン酸（P）と 1分子のオレイン酸（O）が sn-1、sn-2、sn-3位に
表記順に結合した TAGを示している。これは、sn-PPOのように 3 つの脂肪酸の略号を用
いて略記することができる。sn-1,3 位に異なる脂肪酸が結合している場合、sn-2 位の炭素
原子は不斉中心となり、sn-PPOに対して結合順が逆の sn-OPPは鏡像異性体となる。これ
らの鏡像異性体を区別しない場合は β-PPO と表記することができ、これは β（sn-2）位の
脂肪酸のみが固定され、sn-PPO/sn-OPP 比は任意であることを示す。β（sn-2）位の脂肪

















的に加水分解し 1,2 (or 2,3)-ジアシルグリセロール（DAG）を得た後に、1,2 (or 2,3)-ホス










より立体特異的分析が可能である。後に 1,2 (or 2,3)-DAGの DNPU誘導体も同様にキラル
HPLCで分離できることが報告され、こちらも油脂の立体特異的分析に応用されている 6)。
これらの方法により、植物油、動物脂、乳脂、魚油等のグリセロール骨格上の sn-1,2,3 位
ごとの脂肪酸組成が明らかにされた 7-12)。例えば、一般に植物油は sn-1,3 位に飽和脂肪酸
が多く、sn-2 位に不飽和脂肪酸が含まれている傾向がある。また、魚類は高度不飽和脂肪






























ルミトイルグリセロール (OOP) (※TAG 分子種では TAG での脂肪酸の組合せだけを考慮
し、結合位置は考慮に入れない)、ジパルミトイルオレオイルグリセロール (PPO)はいずれ
も PN=48で PPPと同じであるが、この場合、二重結合数の多いものから先に溶出する（O：











(m/z)の値から TAG の脂肪酸組成が推定できるようになった 19–23)。また、イオン源でアシ
ル基が脱離する際に sn-1,3位のアシル基が脱離しやすい（1,3-DAGイオンが生じにくい）
という特徴があるため、TAG 位置異性体の間で異なる DAG イオン比が得られる 21)。クロ
マトグラム上で TAG 位置異性体が重なっていても、そのピークの DAG イオン比からもと
の TAG位置異性体比を求めることも可能であり、植物油、動物油の分析にも応用されてい
る 22-24)。 














ン酸）からなる TAG 位置異性体（β-SUS 型/β-SSU 型）の分離条件を検討し、残存シラノ
ール基が分離に寄与していると述べている 26)。また、著者らは残存シラノール基だけでは
なく、ODS 固定相の結合密度が高く、平面・非平面分子の違いを認識できるポリメリック
構造も分離に寄与することを示し、リサイクル HPLC システムと併用して β-POP/β-PPO、
β-OPO/β-OPO を分離した 27)。リサイクル HPLC とは、カラムの出口の流路をポンプの入
り口に戻して、分析種が十分に分離するまでカラムを循環させる機能をもつ HPLC システ
ムである。ポリメリック型 ODSカラムの特徴は β-SUS型/β-SSU型のみならず、β-USU型












































TAG はグリセロールと 3 つの脂肪酸から成り、食用油脂の主成分である 1)。その組成は
油脂の物性、栄養に影響を及ぼすため、油脂の特徴を捉えるためにはその組成分析する必
要がある。TAG の分子種の HPLC 分析に用いられる分離モードは主に逆相 HPLC と銀イ
オン HPLC である。逆相 HPLC では TAG はアシル基と ODS 等を固定相とする逆相カラ
ムのアルキル鎖との疎水性相互作用により保持され、総アシル炭素数と不飽和度から計算

















が可能である。Mottram（1996）らは β-AABおよび β-ABA型 TAG位置異性体をクロマト
グラフィーで分離せずにその存在比を DAG フラグメントイオンから求める方法を発表し
た 21)。TAGはイオン化の際に、「sn-1,3位の脂肪酸が sn-2位の脂肪酸と比べて脱離しやす
い」という経験則に基づいて DAG+イオンを生成する。x 軸に TAG 位置異性体の比率、y
軸に 2 種類の DAG イオン（[AA]+および [AB]+）のマスクロマトグラムのピーク面積比を
プロットし、検量線を作成することで位置異性体存在比を測定することを可能とした。こ







前述のとおり、逆相 HPLC による TAG 分子種分析では、ODSカラム等が用いられるこ
とが一般的であり、多くのこれまでの研究では TAG位置異性体の分離に逆相系のカラムは
適していないと考えられてきた。しかし、近年ではカラム技術の発達により、逆相 HPLC
による TAG 位置異性体分析が可能であることがいくつか報告されている。Momchilova 
(2004)らは、4種の ODSカラムを用いて β-POP/β-PPO の分離を検討し、TAG位置異性体
の分離を行う上で、カラムと移動相選択の重要性を示した 36)。この研究に続き、彼らは 2006
年に、エンドキャップ処理をしていない ODSカラムを用いることで、パルミチン酸 2分子
と 2～6 の二重結合を持つ不飽和脂肪酸 1 分子から構成された 5 つの TAG位置異性体ペア








されるようになった。ここで用いたポリメリック ODS カラムとは、アメリカの National 
Institute of Standards and Technology (NIST)の標準物質（Standard reference material, 




ODS カラムについて、いくつかの TAG 位置異性体の分離が確認されているが、ポリメリ
ック ODS カラムの TAG の保持の特性は未だ明らかになっていない。天然の油脂に含まれ
る TAG位置異性体を分析するためには、ポリメリック ODSカラムが認識できる TAG位置
異性体の特徴を知る必要がある。 
本章では、数種類の TAG 位置異性体を用いて、ポリメリック ODS カラムで分離可能な
TAG 位置異性体を明らかにし、カラムの分離特性を精査することを目的として以下の実験
を行った。中鎖脂肪酸であるカプリル酸(C8)が 2 分子、および飽和脂肪酸（C10~C18）が 1
分子結合する TAG位置異性体、β-C8C10C8、β-C8C8C10、β-C8C12C8、β-C8C8C12、β-C8C14C8、
β-C8C8C14、β-C8C16C8、β-C8C8C16、β-C8C18C8、β-C8C8C18、β-C8DC8、β-C8C8D、HUFA










ペアを 1:1で混合し、2-プロパノールを用いて約 200 ppmに濃度を調整した。最終的に 11
種類の TAG位置異性体ペアを用意した（表 2.1）。 
β-C8C10C8 +β-C8C8C10 β-C8C12C8 +β-C8C8C12 β-C8C14C8 +β-C8C8C14  
β-C8C16C8 +β-C8C8C16 β-C8C18C8 +β-C8C8C18 β-C8DC8 +β-C8C8D  
β-DC10D +β-DDC10 β-DC12D +β-DDC12 β-DC14D +β-DDC14  
β-DC16D +β-DDC16 β-DC18D +β-DDC18 
 
第二項 LC/APCI-MSによる TAG位置異性体ペアの分離 
試料をリサイクル HPLCシステム（ジーエルサイエンス(株)）に 20 μL 注入し、カラム
を通過させて APCI-MSへ導入した。まず、カラムを 1回通過させる分析を行い、分離の不
可能だったものに対してはリサイクル分離を行った（図 2.1）。カラムは Intersil ODS-P（5 
μm, 250 mm×4.6 mm I.D., ジーエルサイエンス(株)）を二本直列につなぎ使用した。移動
相はアセトニトリル / 2-プロパノール＝6：4 (v/v)、流速 0.8 mL/min、カラム温度は試料に

















コロナ電圧：3.5 kV  コーン電圧：40 V 
APCIプローブ温度：400˚C  ソースブロック温度：135˚C 
スキャン時間：1.0 s 
モニタリングモード：選択イオンモニタリング(Selected ion monitoring, SIM)モードで
[M+NH4]+に相当するm/zのイオンを選択した。 
β-C8C10C8 +β-C8C8C10：m/z 516 β-C8C12C8 +β-C8C8C12：m/z 545 
β-C8C14C8 +β-C8C8C14：m/z 573 β-C8C16C8 +β-C8C8C16：m/z 601 
β-C8C18C8 +β-C8C8C18：m/z 629 β-C8DC8 +β-C8C8D：m/z 673  
β-DC10D +β-DDC10：m/z 885 β-DC12D +β-DDC12：m/z 913  
β-DC14D +β-DDC14：m/z 941 β-DC16D +β-DDC16：m/z 969  











第一項 ポリメリック ODSカラムによる TAG位置異性体の分離 
 図 2.2 に 2 分子の C8および１分子の飽和脂肪酸が結合する TAG 位置異性体のクロマト
グラム（リサイクルを使用していない）を示した。C14（ミリスチン酸）、C16（パルミチン
酸）、C18（ステアリン酸）が結合した TAG 位置異性体の分離が可能であったが、C10（カ




ースライン分離と判断される。分離可能な TAG 位置異性体ペアに関しては全て Rs>1.0 と
なり、C16が結合した TAG位置異性体（β-C8C16C8 +β-C8C8C16）で Rs＝1.88となり最大で
あった。TFはいずれも 2.0以下であった。 
同様に図 2.3 に 2 分子の DHA および１分子の飽和脂肪酸が結合した TAG位置異性体の
クロマトグラム（リサイクルを使用していしない）を、また、表 2.3に Rsと TFを示した。
C12～C18が結合した TAG 位置異性体の分離が可能であったが、C12は Rs=0.22 と十分な分
離ではなかった。分離できなかった C10を結合した TAG 位置異性体にリサイクルを使用し
たが分離することはできなかった。C16を結合した TAG位置異性体（β-DC16D +β-DDC16）
のときに Rsは 2.11であり、β-C8C16C8 +β-C8C8C16と同様に C16のときに最も高い分離度を
示した。2 分子の DHA と C16が結合した TAG 位置異性体では、2 分子の C8と C16が結合









ジン酸が結合した TAG 位置異性体について、ポリメリック ODS カラムでの分離の可否を
調べた。オレイン酸とエライジン酸は共に炭素 18のモノ不飽和脂肪酸であるが、オレイン
酸は cis型であるのに対し、エライジン酸は trans型である。エライジン酸が結合した TAG
位置異性体はリサイクルによりカラム通過回数 6 回目以降、徐々に分離していく傾向が見
られたが、オレイン酸が結合した TAG 位置異性体は 14 回カラムを通過させても分離され
なかった（図 2.4）。すなわち、ポリメリック ODSカラムはエライジン酸の結合位置は認識
できるが、オレイン酸の結合位置は認識できず、ポリメリック ODS カラムが TAG 位置異
性体を認識するには少なくとも１分子の一定の鎖長と直線構造を持つ脂肪酸が必要である
ことが示唆された。 
以上の結果から、ポリメリック ODS カラムとリサイクル HPLC と併用することで、炭
素鎖 12以上の飽和脂肪酸が結合するTAG位置異性体の分離が可能であることが示された。 
 
第二項 ポリメリック ODSカラムの TAG位置異性体分離メカニズムに関する考察 
前項でポリメリック ODS カラムにおける TAG 位置異性体の分離は、飽和脂肪酸の炭素
鎖の長さが影響していることが示唆された。リサイクルを用いずに十分な分離度を得るに
は、少なくとも炭素鎖 14以上の飽和脂肪酸１分子が必要である。我々は以前の研究で、ポ
リメリック ODS固定相における TAG位置異性体の保持機構について考察している 27)。ポ








れている。本実験で用いたアセトニトリルと 2-プロパノール（6：4 , v/v）の移動相の場合
は、アルキル鎖の間の狭い空間が保たれ、TAG 位置異性体の分離が達成されたと考えられ




パルミチン酸 (C16)  ステアリン酸 (C18)  
COOH
COOH
ラウリン酸 (C12)  ミリスチン酸 (C14)  
COOHCOOH






































































Rs Not Separated Not Separated 1.02 1.88 1.05
TAG-PI β-C8C8C10 β-C8C10C8 β-C8C8C12 β-C8C12C8 β-C8C8C14 β-C8C14C8 β-C8C8C16 β-C8C16C8 β-C8C8C18 β-C8C18C8
TF - - - - 1.12 1.10 1.34 1.23 1.88 1.60 

























Rs Not Separated 0.22 1.82 2.11 1.36
TAG-PI β-DDC10 β-DC10D β-DDC12 β-DC12D β-DDC14 β-DC14D β-DDC16 β-DC16D β-DDC18 β-DC18D





















膵リパーゼにより α 位、β 位の脂肪酸組成を、また、ホスホリパーゼやキラル HPLC を利
用して sn-1,2,3 位の結合位置別に脂肪酸組成を測定する方法は、油脂全体の脂肪酸の分布
から油脂全体の構造を知る上で非常に有用である。しかし、こうした手法は油脂の主成分











数で導かれる Partition number（あるいは Equivalent carbon number）の順に従って溶出
20 
 
する 15)。この場合 TAG位置異性体、鏡像異性体は分離されない。しかし、逆相 HPLCで
あっても、条件によっては位置異性体を分離できる場合もある。近年の ODSカラムはエン
ドキャップ処理が施されたものが多いが、Momchilovaらはエンドキャップ処理を施してい
ない ODSカラムの残存シラノール基がパルミチン酸 2分子、不飽和脂肪酸 1分子を持つ
TAG位置異性体分離に寄与していることを示した 26)。我々はさらに、残存シラノール基に
加え、固定相の ODSがポリメリック型であることも位置異性体分離に影響を及ぼすことを
示した 27)。1,3-dipalmitoyl-2-oleoylglycerol (sn-POP) / 1,2-dipalmitoyl-3-oleoyl-rac- 





















a. 試薬  トリアシルグリセロール標準品（sn-POP, rac-PPO, sn-OPO, rac-OOP, 




b. 装置     HPLC システム：Alliance e2695 (Waters Corporation, Milford, MA)、 
UV-VIS検出器：2489 (Waters Corporation)、 カラム：Sunrise C28 (5 μm, 4.6 × 250 mm 
I.D., （株）クロマニックテクノロジーズ)、 大気圧化学イオン化タンデム形質量分析装置
（APCI-MS/MS, Quattro micro API, Waters Corporation)、オペレーションソフトウェ
ア：MassLynx Ver. 4.1(Waters Corporation)。 
 
第二項 β-POP/β-PPO, β-OPO/β-OOPの分離 
 TAG位置異性体のペア(β-POP/β-PPO, β-OPO/β-OOP)を２-プロパノールに溶解し、それ
ぞれが 100 μg/mL となるように濃度を調整した。試料溶液 5 μL を HPLC に注入し、
APCI-MS/MSで検出した。カラム温度は 25、20、15、10˚Cでそれぞれ分析を行った。そ
の他のHPLC条件は以下のとおりに設定した。溶離液：アセトン 100%，流量：1.0 mL/min, 
検出：UV 205 nm。APCI-MS/MSのイオン源、測定条件は以下のとおりとした。イオン源：
APCI ポジティブモード, コロナ電流：3.0 μA, ソースブロック温度：120˚C, 脱溶媒温度：
450˚C, コーンガス流量：50 L/h （窒素ガス）, 脱溶媒ガス流量：200 L/h （窒素ガス）, MS
分析モード：Selected reaction monitoring (SRM)モード, SRM トランジッション：m/z 






 β-POSt、β-OStP、β-StPOをそれぞれ 2-プロパノールに溶解し、濃度を 1000 μg/mL に
なるように調整して標準液とした。 β-POSt/β-OStP/β-StPO 、 β-POSt/β-OStP 、
β-OStP/β-StPO、β-StPO/β-POSt 混合液はそれぞれの標準液を等量ずつ混合して調製し、
それぞれ 10 μLを上記 LC-MS/MSシステムに注入し分析を行った。HPLC条件はカラム温
度を 15˚Cとした以外は第二項と同じ値を用いた。MSはフルスキャンモードに設定し、m/z 
300–1000の範囲をコーン電圧 20 Vでスキャンした。Scan timeは 0.5 sとした。 
 
第四項 β-PDP/β-PPD, β-DPD/β-DDP, β-PEP/β-PPE, β-EPE/β-EEP, β-PC10P/β-PPC10の分
離 
 β-PDP, β-PPD, β-DPD, β-DDP, β-PEP, β-PPE, β-EPE, β-EEP, β-PC10P, β-PPC10をそれぞ
れ 2-プロパノールに溶解し、濃度を 1000 μg/mL になるように調整して標準液とした。
β-PDP/β-PPD, β-DPD/β-DDP, β-PEP/β-PPE, β-EPE/β-EEP, β-PC10P/β-PPC10混合液はそれ
ぞれの標準液を等量ずつ混合して調製し、それぞれ 5 μL を上記 LC-MS/MSシステムに注
入し分析を行った。HPLC条件はカラム温度を15˚Cとした以外は第二項と同じ値を用いた。
β-PDP/β-PPD, β-DPD/β-DDP, β-PEP/β-PPE, β-EPE/β-EEPの検出にはUV 205 nmを用い
たが、β-PC10P/β-PPC10の検出には UV 吸収が弱いため、APCI-MS を用いた。MS 条件は
SRMモード（m/z 724>522, コーン電圧：15 V, コリジョンエネルギー：20 eV）を用いた。 
≪分離度の計算≫ 以下の式を用いて分離度を計算した。 









 アセトンを移動相として TAG位置異性体の分離検討を行った。これは、アセトンは TAG
の溶解性が高く、逆相HPLC のカラム圧を比較的低く保つことができるからである。また、
アセトンは TAG位置異性体を短時間に溶出、分離させるという本研究の目的に合致してい
た。初めに、4つのカラム温度（25, 20, 15, 10˚C）で β-POP/β-PPOの分離条件を検討した。
結果を図 3.1 に示す。カラム温度を低く設定するにつれて、β-POP、β-PPO ともに保持時
間は徐々に大きくなった。25˚Cのときは β-POP/β-PPOは全く分離しなかったが、20˚Cで
は部分的に分離し、カラム温度 15、10˚Cで十分に分離することが分かった。溶出時間はカ
ラム温度 15˚C のときは 22 min、10˚C では 32 min であり、C28 カラムにおける
β-POP/β-PPO の分離に際しては 10～15˚C が最適なカラム温度であることが分かった。図

















リック ODS カラムとは異なると考えられる。銀イオンカラムは TAG のアシル基の二重結
合の数や位置を認識できるため、β-OPO/β-OOP を分離することができる。ポリメリック
ODSカラムの場合は”slot model”と言われる保持機構で TAG位置異性体の分離が説明され
る 27)。C28 と ODS の違いの一つはアルキル基の長さである。これにより、C28 カラムは
パルミチン酸やステアリン酸のような飽和脂肪酸に対して強い疎水性相互作用を示し、さ
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100222_001 3: Diode Array 
205
Range: 3.553e-1
100222_002 3: Diode Array 
205
Range: 1.75e-1
100222_003 3: Diode Array 
205
Range: 8.682e-3
100222_004 3: Diode Array 
205
Range: 6.697e-2
100928_001 Sm (Mn, 2x2) 1: MRM of 6 Channels AP+ 
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て油脂全体の特徴を知ることができる 7–12)。前章で述べたように植物油は sn-2 位に不飽和
脂肪酸が多く結合した対称型の構造をしている場合が多いが、非対称型の分布を特徴とす
る脂肪の存在も確認できる。牛乳に代表される反芻動物の乳脂肪は短鎖および中鎖脂肪酸






sn-EC8C8/sn-C8C8E のキラル分離の報告である。38) この方法は TAG 鏡像異性体をキラル
HPLCで直接分離した最初の報告であるが、ここで用いた TAGはリパーゼを使って合成し






















-rac-グリセロール  (rac-OOP)、1,2-ジオレオイル -3-リノレオイル -rac-グリセロール 
(rac-OOL)、パルミチン酸、ステアリン酸、オレイン酸、リノール酸はジグマ–アルドリッ
チ社 (St. Louis, MO)より、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミド塩酸塩 
(EDC)、4-ジメチルアミノピリジン (DMAP)は東京化成工業(株)より購入した。パーム油は
市販品を用いた。その他の試薬は分析グレードの物を和光純薬工業(株)より購入して用いた。
HPLC用キラルカラム—CHIRALPAK IA, IB, IC (4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 μm, (株)ダイセ
ル); CHIRALPAK AD-H, AS-H, AY-H, CHIRALCEL OD-H, OJ-H, OZ-H (4.6 mm i.d. × 
250 mm, 5 μm, (株)ダイセル); CHIRALPAK AD-RH, AS-RH, OD-RH, OJ-RH (4.6 mm i.d. 






第二項 非対称型 TAGの合成 (sn-PPO, rac-PPO, sn-OOP, rac-PPSt, rac-PPL) 
sn-1,2-PP, オレイン酸, EDC, DMAP, N-エチルジイソプロピルアミンを各 0.2 mmolず
つ、ジクロロメタン中、アルゴンガス存在下、0°C で 12 時間反応させた。39) 溶離液にヘ
キサン/酢酸エチル(90/10, v/v)を用いて、反応生成物をフラッシュシリカゲルクロマトグラ
フィーで精製し、sn-PPOを収率 83％で得た。これらの構造はマススペクトルで確認した。












UV-VIS 検出器(SPD-20A, (株)島津製作所)。rac-PPO をヘキサンに溶解し、濃度を 1.7 
mg/mL に調整し、キラルカラム（CHIRALPAK IA, IB, IC, AD-H, AS-H, AY-H, 
CHIRALCEL OD-H, OJ-H, OZ-H）で分析した。溶離液にはヘキサン/エタノール (100/0.5, 
v/v)、あるいは、ヘキサン/2-プロパノール (100/0.5, v/v) を用いた。流量、検出波長、カラ
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ム温度, 注入量は、それぞれ 1.0 mL/min, 210 nm, 25°C, 10 μLとした。 
 
b. 逆相モード 
HPLC システムは 2.1 と同じものを使用した。rac-PPO をメタノールに溶解し濃度を 1.2 
mg/mLに調整し、キラルカラム（CHIRALPAK IA, IB, IC, AD-RH, AS-RH, CHIRALCEL 
OD-RH, OJ-RH）で分析した。溶離液にはメタノール (100%)、あるいは、アセトニトリル 
(100%)を用いた。流量、検出波長、カラム温度, 注入量は、それぞれ 0.5 mL/min、210 nm、
25°C、10 μLとした。 
 
第四項 リサイクルHPLC の条件 
a. TAG鏡像異性体の分離 
分離検討に用いたリサイクルHPLCシステム(図 2.1)は、リサイクルポンプ (PU712R, ジ
ーエルサイエンス(株))、 オートサンプラー (GL-7420, ジーエルサイエンス(株))、カラム
恒温槽 (CO705C, ジーエルサイエンス(株))、 UV-VIS検出器 (UV702, ジーエルサイエン




には EZChrom Elite (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA)を用いた。検出には
APCI-MS/MS (Quattro micro API, Waters Corporation, Milford, MA)を用い、MassLynx 
Ver. 4.1 (Waters Corporation)でリサイクルHPLCシステムと連動させた。TAG鏡像異性
体分離用のカラムには CHIRALCEL OD-RH (4.6 mm i.d. × 150 mm, 5 μm)に専用のガー
ドカートリッジ(CHIRALCEL OD-RH, 4.0 mm i.d. × 10 mm, 5 μm)を付けたもの用い、カ
ラム温度を 25°Cに設定し、溶離液としてメタノール(100%)を流量 0.5 mL/minで送液した。
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注入量は 20 μLとし、リサイクル運転中の分離度の変化をUV 205 nmでモニターした。非
対称型 TAG (図 4.1C–F; rac-PPO, sn-POO, rac-OOP, sn-OOP)を 2-プロパノールに溶解し
て濃度を 1000 μg/mL に調整し標準溶液として用いた。rac-PPO/sn-PPO（あるいは
rac-OOP/sn-OOP) 混合溶液をそれぞれ等量のrac-PPO標準溶液とsn-PPO標準溶液 (ある
いは rac-OOP標準溶液と sn-OOP標準溶液)を混合して調製し、溶出順の確認のために用い
た。rac-PPL、rac-OOL、rac-PPSt (図 4.1G–I)をそれぞれ 2-プロパノールに溶解し濃度を






ド：APCI ポジティブ, コロナ電流：3.0 μA, ソースブロック温度：120°C, 脱溶媒温度：
450°C, コーンガス流量：50 L/h, 脱溶媒ガス流量：200 L/h, データ取得モード：スキャン
m/z 500–1000, スキャン時間：0.5 s, コーン電圧：20 V。 
b. TAG位置異性体の分離 
上記aで用いたリサイクルHPLCシステムをTAG位置異性体(sn-POP/rac- (or sn-) PPO, 
sn-OPO/rac- (or sn-) OOP)分離にも用いた。TAG位置異性体のペア sn-POP/rac-PPO (1/1
混合物)、rac-PPO、sn-PPO、sn-OPO/rac-OOP (1/1 混合物)、rac-OOP、sn-OOP を 2-プ
ロパノールに溶解し、それぞれの濃度が 1000 μg/mLになるように調整して標準溶液とした。
2本連結したノンエンドキャップ ODSカラム (Inertsil ODS-P, 4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 
μm，ジーエルサイエンス(株))を用い、カラム温度は sn-POP/rac-PPO 分離の場合は 25°C
に、sn-OPO/rac-OOP 分離の場合は 10°C に設定した。アセトニトリル/2-プロパノール/ヘ
キサン (3/2/1, v/v/v)を移動相とし、流量 1.0 mL/minで送液した。オートサンプラーの注入
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量は 10 μL、UV-VIS検出器の波長は 205 nmに設定した。APCI-MS/MSのパラメーター
は、コーン電圧を除き TAG鏡像異性体分離と同じ条件とした。イオン源での衝突誘起解離
(collision-induced dissociation, CID)により DAGイオンの生成を促進するため, コーン電
圧を 40 Vに設定した。 
 
第五項 パーム油中の sn-OOP/sn-POO比の分析 
a. 逆相 HPLCによる β-OOPの分画 
パーム油をアセトンで希釈し濃度を 0.5%に調整した。これをカラム温度 10°Cに設定し
たポリメリック ODSカラムとリサイクル HPLCシステムを用いて β-OPOと β-OOPを分
離し、β-OOPに相当するピークを分取した。オートサンプラーの注入量は 20 μLとした。
HPLC、MS/MSの条件は第四項 bと同じ条件を用い、リサイクル運転によるカラムの通過
回数は 4回とした。分取した β-OOPはエバポレーターで減圧濃縮した。  
 
b. β-OOPのキラル分離 
第五項 aで濃縮乾固した β-OOP画分を 200 μLの 2-プロパノールに溶解し、そのうち 20 
μL をキラル HPLC 分析に供した。分離にはリサイクルシステムを使用し、検出には
APCI-MS/MSを用いた。分析条件は第四項 aに従った。sn-OOPと sn-POOを選択的に検
出するために SRMモードを使用した。プレカーサーイオンに[M+H]+に相当するm/z 860、
プロダクトイオンに[M–RCO2]+に相当するm/z 578を設定した。コーン電圧は 20 V、コリ












なくなった。岩崎らは CHIRALCEL OD-H、OD-RH と同種のキラル固定相を持つ順相モ
ード用の CHIRALCEL ODで sn-EC8C8/sn-C8C8Eまたは sn-DC8C8/sn-C8C8Dの分離を達
成しているが 38)、本研究では順相モード用の CHIRALCEL OD-Hは rac-PPOを分離する
ことはできなかった。CHIRALPAK IA, IB, AD-RH は CHIRALCEL OD-RH と同じ
3,5-dimethylphenylcarbamate を多糖の置換基として採用しているが、いずれのカラムも
rac-PPOを分離することはできなかった。特に、CHIRALPAK IBは CHIRALCEL OD-RH
と同じセルロースであるが、シリカゲル担体に多糖誘導体が化学結合により固定化されて
いる点が異なっている。おそらく、この化学結合処理がキラル固定相の立体構造に影響を
及ぼし分離能を損ねていると考えられる。CHIRALPAK AD-RHは CHIRALCEL OD-RH
と同様にコーティング型のキラル固定相を採用しているがアミロースを骨格とするキラル
固定相を採用している。 CHIRALCEL OJ-RH はセルロース骨格の置換基が
4-methylbenzoate である以外は CHIRALCEL OD-RH と同じである。これらはいずれも













第二項 TAG鏡像異性体の溶出順  
図 4.2Aは CHIRALCEL OD-RHによる rac-PPOのリサイクル分離を示した UVクロマ
トグラムである。rac-PPO が繰り返しカラムを通過することにより、徐々に sn-OPP と
sn-PPOに分離していく様子を示している。ベースラインレベルが徐々に上がっているのは、
rac-PPOのUV吸収がベースラインの上昇を無視できるほど十分に大きくないためである。
分離後、これらのピークを APCI-MS/MS へ導入しマススペクトルを得た。図 4.3A, 4.3B, 
4.3C は PPO のプロトン化分子に相当する m/z 834 の抽出イオンクロマトグラム(Extract 
ion current chromatogram, EICC)である。図 4.3Aは図 4.2Aに示した rac-PPOのリサイ
クル分離後の EICCを示している。sn-PPOと sn-OPPの溶出順を確認するため、rac-PPO




位置異性体である sn-POP (図 4.1A)が混入しているかどうかを調べた。rac-PPOや sn-PPO
の合成中に原料である rac-1,2-PP（あるいは sn-1,2-PP）からアシル転移反応 40)により
sn-1,3-PPが生じていれば、rac-PPOや sn-PPOの中に sn-POPが副生成物として含まれる
可能性があるからである。図 4.4Aは非エンドキャップ型ポリメリック ODSカラム 37)とリ
サイクル HPLC システム 27)を用いて位置異性体の標品である sn-POP と rac-PPO を分離
したクロマトグラムである。この手法で、キラル分離に用いた rac-PPO、sn-PPOを分析し
たところ、これらに sn-POPの混入がないことが確認された（図 4.4B, 4.4C）。このとき分
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離を達成するために必要なカラム温度は 25°C であるが、この温度は分析に用いた TAG の
結晶化開始点に近い温度である。この分析に用いたポリメリック ODSカラムは炭素量が他
の一般的なモノメリック ODS カラムよりも多く、このように TAG の結晶化開始点付近の
カラム温度で分析を行うとテーリングを引き起こしてしまう問題もある。しかし、不純物
として可能性のある sn-POP は、rac-PPO（あるいは sn-PPO）よりも先に溶出するため、
テーリングの影響を受けずに検出されるはずである。rac-PPO と sn-PPO のマススペクト
ル（図 4.5C, 4.5D）を標品である sn-POP/rac-PPOを HPLCで分離した rac-PPO（図 4.5B）
と比べると、m/z 552, 578（[PP]+と[PO]+に相当する）のイオン比が同一であり、このこと
も rac-PPOと sn-PPOには sn-POP（図 4.5A）の混入のないことを裏付けている。 
 rac-PPO の場合と同様に、図 4.2B のクロマトグラムは rac-OOP のそれぞれの鏡像異性
体である sn-OOP/sn-POOへのキラル分離を示している。図 4.6A, 4.6B, 4.6C は OOPのプ
ロトン化分子に相当するm/z 860の EICCであり、図 4.6Aは図 4.2Bに示した rac-OOPの
リサイクル分離後の EICC を示している。sn-OOP と sn-POO の溶出順を確認するため、
rac-OOP と sn-OOP を同時に分析した。図 4.6B, 4.6C はそれぞれ sn-OOP、
sn-OOP/rac-OOP 混合物の EICC を示している。これらの結果から、sn-OOP は sn-POO
の前に溶出することが分かった。これらの非対称型 TAGのマススペクトルは全て同一であ
った（データは示さない）。さらに、この分離が rac-OOPのキラル分離を確認するために、
rac-OOP や sn-OOP の中に位置異性体である sn-OPO が混入しているかどうかを調べた。
カラム温度を10°Cとし、非エンドキャップ型ポリメリックODSカラムとリサイクルHPLC







第三項 パーム油中の sn-OOPと sn-POOの存在比の分析 
 前述の分析法を用いて、パーム油中の sn-OOP/sn-POO の存在比を調べた。このキラル
分離を行う前に、逆相HPLCを用いてパーム油中の sn-OOPと sn-POOを含む画分（β-OOP
画分と同義）を分画する必要があった(図 4.7)。これはキラル HPLCで SRMモードにより
sn-OOP/sn-POOを検出する際に、位置異性体である sn-OPO（β-OPOと同義）がほぼ同じ
保持時間に溶出してピークが重なってしまうためである。逆相HPLCにより非対称型 TAG






第四項 キラル分離が可能な TAGの構造 
 CHIRALCEL OD-RH で分離可能な非対称型 TAG の構造的特徴を調べるために、
rac-PPL、rac-OOL、rac-PPSt がこのカラムで分離が達成されるかどうかを調べた。その
結果、rac-PPL (図 4.9A)はそれぞれの鏡像異性体に分離されたが、rac-OOL、rac-PPStは



































多糖の種類 置換基 順相 逆相
CHIRALPAK IA Amylose 3,5-Dimethylphenylcarbamate 固定化 不可 不可
CHIRALPAK IB Cellulose 3,5-Dimethylphenylcarbamate 固定化 不可 不可
CHIRALPAK IC Cellulose 3,5-Dichlorophenylcarbamate 固定化 不可 不可
CHIRALPAK AD-H
or AD-RH Amylose 3,5-Dimethylphenylcarbamate コーティング 不可 不可
CHIRALPAK AS-H
or AS-RH Amylose (S)-α-Methylbenzylcarbamate コーティング 不可 不可
CHIRALPAK AY-H Amylose 5-Chloro-2-
methylphenylcarbamate コーティング 不可
CHIRALCEL OD-H




or OJ-RH Cellulose 4-Methylbenzoate コーティング 不可 不可
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図4.3 CHIRALCEL OD-RHによるsn-PPOとsn-OPPの溶出順 40
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図4.4 逆相HPLCによるによる(A) sn-POPとrac -PPO、(B)rac-PPO、(C)sn-PPOの分離
m/z
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の“組合せ”としての TAG 分子種は逆相 HPLC を用いれば分離することができるが、前
章までに述べた分離モードを除き、汎用性が高く一般に用いられることの多いモノメリッ




TAG と同様に油脂の物性や栄養に影響を及ぼす。特に魚油等に含まれる EPA、DHA など
HUFA は脂質代謝等に影響を及ぼす生理活性 43,44)をもっており、その結合位置を調べる意
義は大きい。例えば、魚類は HUFA が sn-2 位に、アザラシなどの海獣類は sn-1,3 位に偏
在することが報告されている 11)。このような立体特異的分析は、油脂全体の脂肪酸の結合
位置を知ることができる優れた方法であるが、非破壊で TAG分子種を測定することはでき












性体分析を試みた。初めに、ポリメリック ODSカラムを用いた逆相 HPLCにより TAG位












第二項 脂質の抽出と TAGの分画 
 魚肉およびトド肉から Bligh & Dyer法 45)で脂質を抽出した。タテゴトアザラシ油はカプ
セルから取り出した。得られた脂質をそれぞれヘキサンに希釈し、シリカゲル薄層クロマ
トグラフィー（Thin layer chromatography, TLC）プレートにスポットし、TLCプレート
を石油エーテル/ジエチルエーテル/酢酸(80:20:1, v/v/v)で展開した。トリオレインを標準品
として同時に展開し、同じ Rf 値を示すバンドをかき取りクロロホルム/メタノール(20:1, 






第三項 TAG画分中の β-DPD/β-DDP、β-EPE/β-EEPの部分精製 
 試料である TAG 画分中の β-DPD/β-DDP、β-EPE/β-EEP は非常に少ないため、LC/MS
分析（第二節 第四項）の前に部分精製を行なった。HPLCには、ポンプ(LC-10AD, (株)島
津製作所)、UV-VIS検出器(SPD-10A, (株)島津製作所)、200 Lサンプルループを備えたイ
ンジェクションバルブ (Model 7725, Rheodyne LLC, Rohnert Park, CA)、ODSカラム 
(Inertsil ODS, 250 mm × 10 mm i.d., 10 μm, ジーエルサイエンス(株))から構成されるシ
ステムを用いた。TAGを 2-プロパノールで濃度を約 1％に調整し、セミ分取用逆相 HPLC
により精製した。HPLC条件を以下に示す。移動相：アセトニトリル/2-プロパノール(70:30, 
v/v)、流量：3.0 mL/min、検出波長：215 nm、カラム温度：25C、注入量：100 μL、試料
溶液： TAGで 2-プロパノールで濃度を 1%に調整したもの。β-DPD/β-DDPと β-EPE/β-EEP
が保持時間 11 min付近に溶出することを標準品を用いて確認し、このピークを分取した（デ
ータは示さない）。この画分を濃縮し、濃度を 1000 μg/mLに調整した。 
 
第四項 TAG位置異性体分析 
 8種類の TAG異性体 rac-PPD、β-PDP、rac-PPE、β-PEP、rac-PDD、β-DPD、rac-PEE、
β-EPE を標準品として用いた。これら標準品を全て等量ずつ混合し、2-プロパノールでそ
れぞれの濃度が 1000、500、250、100、50 μg/mLになるように調整し、LC/MSの SIMモ
ードで検量線作成に用いた。装置の構成、分析条件を以下に示す。LC/MS は、ポンプ
（PU-611C, ジーエルサイエンス(株))、UV-VIS検出器 (UV-702, ジーエルサイエンス(株))、
カラム恒温槽 (MO-706, ジーエルサイエンス(株))、50 μL サンプルループを備えたインジ
ェクションバルブ (Model 7725, Rheodyne LLC), APCI-MS (ZMD, Waters Corporation, 





ノール/ヘキサン (3:2:1, v/v/v)、流量：0.8 mL/min、注入量：20 μLとした。β-DPD/β-PDD
または β-EPE/β-PEE の分離の場合、カラム温度：22°C、移動相：アセトニトリル/2-プロ
パノール (3:2, v/v)、流量：0.8 mL/min、注入量：20 μLとした。質量分析計のイオン源は、
イオン化モード：APCIポジティブ、キャピラリー電圧：3.5 kV, コーン電圧：40 V、ソー
スブロック温度：135°C、脱溶媒温度：400°C、脱溶媒ガス流量：500 L/hに設定した。SIM







第五項 魚油、海獣油中の TAG中の非対称型 TAGの分画 
 第四項の方法に従って、非対称型 TAG（β-PPD, β-PPE, β-DDP, β-EEP）の分画を行った。
魚油、海獣油の TAG画分の濃度を約 1 mg/mLに調整し、20 μLずつ分取を行った。それ
ぞれの保持時間は標準品の SIMクロマトグラムを用いて確認した。得られた画分は窒素気
流化で濃縮し、2-プロパノールに再溶解させて濃度を約 100 μg/mLに調整した。 
 
第六項 リサイクルシステムを付したキラル HPLCによる TAG鏡像異性体分析 
 第五項で分画した非対称型 TAG 画分をキラル HPLC によりそれぞれの鏡像異性体に分




sn-PPE/sn-EPPを分離するためには CHIRALCEL OD-RH (4.6 mm i.d. × 150 mm, 5 μm，
(株)ダイセル)に専用のガードカートリッジ(CHIRALCEL OD-RH, 4.0 mm i.d. × 10 mm, 5 
μm，(株)ダイセル)をつけたものを用い、sn-EEP/sn-PEEを分離するためには CHIRALCEL 
OZ-3R (4.6 mm i.d. × 150 mm, 3 μm，(株)ダイセル)に専用のガードカートリッジ
(CHIRALCEL OZ-3R, 4.0 mm i.d. × 10 mm, 3 μm，(株)ダイセル)をつけたものを用いた。
カラム温度を 25°Cに設定し、溶離液としてメタノール(100%)を流量 0.5 mL/minで送液し
た。注入量は10 μLとし、リサイクル運転中の分離度の変化をUV 205 nmでモニターした。
非対称型 TAGの標準品 rac-PPD、rac-PPE、rac-DDP、rac-EEPを 2-プロパノールに溶解




し、APCI-MS/MS の SRM モードで検出した。イオン源のパラメーターは以下のとおりで
ある。イオン化モード：APCIポジティブ, コロナ電流：3.0 μA, ソースブロック温度：120°C, 
脱溶媒温度：450°C, コーンガス流量：50 L/h, 脱溶媒ガス流量：200 L/h, データ取得モー
ド：SRM モード（SRM トランジッションは sn-PPD/sn-DPP、sn-PPE/sn-EPP、















ライン分離が確認された。これらの TAG は HUFA をもつため UV 検出器でも検出できる
が、β-PDP/β-PPD と β-PEP/β-PPE、および、β-DPD/β-DDP と β-EPE/β-EEP はそれぞれ








魚油と海獣油の TAG 位置異性体分離の代表的なクロマトグラムを図 5.2 に示した。表 5.3
は、魚油、海獣油の２分子のパルミチン酸と 1 分子の HUFA から成る TAG 位置異性体存
在比である。海獣油では２分子のパルミチン酸と 1分子のHUFAから成る TAGの場合は、
HUFAが位に結合した β-PPD、β-PPEのみが検出され、対称型の β-PDP、β-PEPは検出
されなかった（検出下限 4 ng, 定量下限 12 ng）。魚油ではサンマ、サケで β-PDPが多い傾
向が見られたが、その他は極端にいずれか一方に偏る傾向は見られなかった。また、1分子
のパルミチン酸と 2 分子の HUFA から成る TAG の場合は（表 5.4）、海獣油と魚油で全体
的な傾向の違いが見られ、海獣油では β-DPD、β-EPEのような位に２つの HUFAが結合




路にある酵素の選択性に起因すると考えられる。TAG は主に 2 つの経路で生合成されるこ
とが知られている。例えば、食事由来の TAGは十二指腸で膵リパーゼにより 2-モノアシル








れる。この場合 β 位に HUFA を結合した TAG が蓄積すると考えられる。しかし、海獣類
の場合、パルミチン酸 2 分子と DHA または EPA から成る TAG は、ほとんどが β-PPD、














テル化を受けて TAG となる。生体内の組織や器官に蓄積しているほとんどの TAG はこの
グリセロール-3-リン酸経路により生合成されると考えられている。海獣類においてもこの






HUFA を基質として好む可能性である。これまでの結果から、HUFA は魚油の β 位に、海







 初めに、CHIRALCEL OD-RHを HUFAを含む非対称型 TAG（β-PPD，β-PPE，β-DDP，
β-EEP）の鏡像異性体分離に適用できるかどうかをラセミ体の標準品を使って確かめた。
rac-PPD、rac-PPE、rac-DDP についてはリサイクルシステムを使用してカラムを 5 回通
過させることによりそれぞれの鏡像異性体に分離することができた。溶出順は第四章と同
様の方法で確認し、sn-1 位に不飽和脂肪酸をもつ鏡像異性体の方が先に溶出することが分




に適用できることが知られている 48)。しかし、rac-EEPについては CHIRALCEL OD-RH
では十分な分離が達成できなかった。多糖誘導体型キラル固定相は規則的ならせん構造を
持ち、これがキラル化合物に対する不斉認識能を示す。キラル認識のメカニズムの説明の
ために、“three-point attachment model” 41,42)というモデルが用いられる場合がある（第四
章参照）。このモデルではキラル基質とキラル受容体の間で少なくとも 3種の相互作用が働





これとは対照的に、rac-PPDと rac-DDPについてはどちらも同様に CHIRALCEL OD-RH




ている。rac-EEP のキラル分離のために、別のキラル固定相を持つ CHIRALCEL OZ-3R
を選択した。このキラル固定相は tris (3-chloro-4-methylphenylcarbamate)がコーティン
グされたシリカゲルである。CHIRALCEL OZ-3R により rac-EEP は十分に分離させるこ
とができたが、興味深いことに溶出順が CHIRALCEL OD-RHの場合とは逆で sn-3位に不







sn-glycerol (sn-EC8C8)と 1,2-dicapryloyl-3-eicosapentanoyl-sn-glycerol (sn-C8C8E)の溶出
順にキラルカラムの種類が影響を及ぼすことが示されている 38)。我々が使用した











sn-EEP/sn-PEE の存在比を測定し、先に示した非対称型 TAG に乗じて、
sn-PPD/PDP/sn-DPP、sn-PPE/PEP/sn-EPP、sn-DDP/DPD/sn-PDD、sn-EEP/EPE/sn-PEE
の存在比を求めた（表 5.5、5.6）。パルミチン酸 2 分子と HUFA1 分子から成る TAG の場
合、海獣油は PDP、PEPを含まないが、海獣油も魚油も sn-PPD/sn-DPP、sn-PPE/sn-EPP
の存在比は同じ傾向であり、主に sn-3位に HUFAを結合していた。パルミチン酸 1分子と
HUFA2分子から成る TAGの場合、海獣油は対称型の β-DPD、β-EPEが多いが、非対称型










基質となるのはアラキドン酸や EPAであり、これらの HUFAはリン脂質の sn-2位に存在
















(P)  例) sn-PPD








β-PEP: 1,3-dipalmitoyl-2-eicosapentaenoyl-sn-glycerol rac-PPE: 1,2-dipalmitoyl-3-eicosapentaenoyl-rac-glycerol
β-DPD: 1,3-didocosahexaenoyl-2-palmitoyl-sn-glycerol sn-DDP: 1,2-didocosahexaenoyl-3-palmitoyl-sn-glycerol
rac-DDP: 1,2-didocosahexaenoyl-3-palmitoyl-rac-glycerol sn-EEP: 1,2-dieicosapentaenoyl-3-palmitoyl-sn-glycerol 





























β-PDP y=401.9x (0.99) β-PDP / β-PPD =0.80β-PPD y=505.2x (0.99)
β-PEP y=391.8x (0.99) β-PEP / β-PPE =0.81β-PPE y=484.4x (0.99)
β-DPD y=356.6x (0.94) β-DPD / β-PDD =0.92β-PDD y=389.4x (0.95)
β-EPE y=329.1x (0.98) β-EPE / β-PEE =0.98β-PEE y=336.0x (0.98)
#R2:相関係数
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Table 3 Actual Ratios of TAG-PIs consisted of two palmitic acids and one HUFA in Marine Mammaals and Fishes (%) 
 Steller Sea Lion Harp Seal Tuna Skipjack Tuna Southern Mackerel Salmon Saury Sardine Jack Mackerel 
β-PDP / β-PPD 000 / 100 000 / 100 33.9 / 66.1 43.8 / 56.2 45.3 / 54.7 70.6 / 29.4 89.7/ 10.3 64.9 / 35.1 64.8 / 35.2 
β-PEP / β-PPE 000 / 100 000 / 100 42.2 / 57.8 26.6 / 73.4 28.8 / 71.2 48.6 / 51.4 66.9 / 33.1 49.0 / 51.0 33.6 / 66.4 
(Average Value, n=3) 
Table 4 Actual Ratios of TAG-PIs consisted of one palmitic acid and two HUFAs in Marine Mammals and Fishes (%) 
 Steller Sea Lion Harp Seal Tuna Skipjack Tuna Southern Mackerel Salmon Saury Sardine Jack Mackerel 
β-DPD / β-PDD 89.2 / 10.8 70.5 / 29.5 05.8 / 94.2 05.9 / 94.1 03.0 / 97.0 05.5 / 94.5 10.8 / 89.2 06.6 / 93.4 02.8 / 97.2 
β-EPE / β-PEE 84.1 / 15.9 77.8 / 22.2 15.9 / 84.1 17.3 / 82.7 15.2 / 84.8 15.2 / 84.8 08.8 / 91.2 17.8 / 82.2 21.2 / 78.8 
(Average Value, n=3) 
トド ﾀﾃｺﾞﾄｱｻﾞﾗｼ ｷﾊﾀﾞﾏｸﾞﾛ カツオ ゴマサバ サケ サンマ イワシ マアジ














Table 2 Actual ratios of TAG-PIs and TAG-E consisted of two palmitic acids and one HUFA in marine mammals  
and fishes (%). 
 Marine Mammals  Fishes 
 Steller Sea Lion Harp Seal  Skipjack Tuna Sardine 
sn-DPP / PDP / sn-PPD 13.6 / 0 / 86.4 13.6 / 0 / 86.4  2.8 / 43.8 / 53.4 8.6 / 64.9 / 26.5 
sn-EPP / PEP / sn-PPE 0 / 0 / 100 15.3 / 0 / 84.7  11.2 / 26.6 / 62.2 18.1 / 49.0 / 32.9 
(Average Value, n=3) 
Table 3 Actual ratios of TAG-PIs and TAG-E consisted of one palmitic acid and two HUFAs in marine mammals 
and fishes (%). 
 Marine Mammals  Fishes 
 Steller Sea Lion Harp Seal  Skipjack Tuna Sardine 
sn-DDP / DPD / sn-PDD 0 / 89.2 / 10.8 5.3 / 70.5 / 24.2  4.6 / 5.9 / 89.5 13.5 / 6.6 / 79.9 
sn-EEP / EPE / sn-PEE 0 / 84.1 / 15.9 0 / 77.8 / 22.2  4.7 / 17.3 / 78.0 9.8 / 17.8 / 72.4 
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 牛乳は 100ｇあたり 3.5–5 g程度の脂質を含んでおり、その主成分はトリアシルグリセ
ロール（TAG）である 50)。牛乳の TAGには短鎖、中鎖脂肪酸（C4:0～C10:0）が含まれ
















である報告している 58)。Winter らによりヒトの乳脂を構成する主な TAG 分子種は







異性体に関する研究はない。例えば、ヒトの母乳の中で PPO は主要な TAG 分子種であ
るが、1,2 (or 2,3)-Dipalmitoyl-3 (or 1)-oleoyl-sn-glycerol (β-PPO)と 1,3-Dipalmitoil-2- 
oleoyl-sn-glycerol (β-POP)の存在比について報告がない。第二章、第三章では、ポリメリ
ック ODS カラムや C28 カラムを用いた TAG 位置異性体分析法を開発した。本章では、
これらの手法を用いて、ウシ等の反芻動物、ヒト、ラット乳中の TAG位置異性体を分析








以下の標準品 TAG 位置異性体 β-PC10P、β-PPC10、β-POP、β-PPO、β-OPO、β-POOは
自社製品を使用した（表 6.1）。オキシトシンは Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, Mo)













21 日目で出産した。出産から 2 日後に新生仔ラットを母ラットから離した。仔ラットを離
してから 4.5 時間後に、母ラットに 2 I.U.のオキシトシンを皮下注射し、セボフルラン





牛乳とヒトの母乳は Folch法にて脂質を抽出した 61)。試料を水で 10倍に希釈し、クロロ








 ラット乳を 4°Cで 1,500 ×g, 10 min遠心分離して、浮遊してきた脂質をラット乳脂とし











第三項 LC/MSによる TAG位置異性体分析 
パルミチン酸が 1 分子結合した TAG 位置異性体はポリメリック ODS カラムとリサイク
ル HPLC を併用して TAG 位置異性体の相対存在比を求めた。パルミチン酸 2 分子が結合
した TAGでは C28カラムで TAG位置異性体の相対存在比を求めた。 
 
a β-OPO、β-POOの分析 
第四章第三節第四項 b と同じポリメリック ODS カラムとリサイクル HPLC システムを




















ラム温度 15°C、移動相はアセトン 100%、流速は 1.0 mL/min の条件で分析を行った。第
二項で調製した試料溶液 20 μLを同システムに注入し、APCI-MS/MSの SRMモードにて
検出した。SRM はプレカーサーイオンに TAG のプロトン化分子を、プロダクトイオンに





脱溶媒温度：450°C、コーンガス流量：50 L/h、脱溶媒ガス流量：200 L/h 
 
SRMトランジッション 
β-PC10P, β-PPC10：m/z 724>468 [PC10P+H]+>[PC10]+ 
β-POP, β-PPO：m/z 834>578 [POP+H]+>[PO]+ 
β-PDP, β-PPD：m/z 880>552 [PPD+H]+>[PP]+ 
 
第四項 それぞれの TAG位置異性体の検量線の作成 
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TAG位置異性体（例 β-OPO と β-POO）を等量ずつ混合し 2-プロパノールで標準溶液の
濃度を 50、100、200、400 μL/mLに調整した。前項と同様にそれぞれのHPLCシステム
に標準溶液を 20 μL 注入し、濃度を x 軸に、得られた SRM クロマトグラムのピーク面積
を y 軸にプロットして検量線を作成した。検量線は原点を通過する一次式とした。試料の
乳脂の TAG 位置異性体存在比をそれぞれの SRM クロマトグラムと検量線から求めた。検





なる主要な TAG位置異性体も対象とした。図 6.1～6.4にそれぞれの TAG位置異性体ペア
（標準品）代表的な SRM クロマトグラムを示した。全ての TAG 位置異性体の分離は達成
できたが、β-OPO/β-POO を分離するためにはポリメリック ODS カラムによるリサイクル
運転が必要であった（カラム通過回数：5回）。また、いずれの TAGも検出限界、定量限界
























 2分子のオレイン酸と 1分子のパルミチン酸からなる TAG位置異性体では、パルミチン

















 反芻動物の乳のTAGの中の β-OPO/β-POO存在比は、β-POOが水牛で 65%, ヤギで 80%、
羊で 63%となっており、非反芻動物とは逆である。これは反芻動物の β 位のオレイン酸が
重要なのではないかと解釈できるが、全ての動物種で β-POP/β-PPO の中では β-PPO が主
要な位置異性体であった。これらの結果を考えると、反芻動物の β 位のオレイン酸は、ヒ
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TAG SRMトランジッション 検量線 (#R) 傾きの比
β-PC10P 722.6 > 467.4 y = 130.5x (0.89) β-PCP/β-PPC = 1.28β-PPC10 y = 101.6x (0.95)
β-POP
833 > 577.5
y = 364.9x (0.94) β-POP/β-PPO = 1.49β-PPO y = 244.5x (0.96)
β-PDP
878.7 > 552
y = 223.4x (0.98) β-PDP/β-PPD = 0.82β-PPD y = 183.1x (0.99)
β-OPO
876.8 > 577.5







β-PC10P/β-PPC10 28.9 ± 2.1 / 71.1 ± 2.1 67.4 ± 0.7 / 32.6 ± 0.7 16.2 ± 1.2 / 83.8 ± 1.2
β-OPO/β-POO 56.8 ± 1.1 / 43.2 ± 1.1 74.9 ± 0.5 / 25.1 ± 0.5 73.4 ± 1.2 / 26.6 ± 1.2
β-POP/β-PPO 12.4 ± 2.6 / 87.6 ± 2.6 2.7 ± 0.6 / 97.3 ± 0.6 2.9 ± 0.4 / 97.1 ± 0.4
β-PDP/β-PPD N.D. 55.6 ± 3.6 / 44.4 ± 3.6 43.5 ± 1.3 / 56.5 ± 1.3
チーズ
ウシ バッファロー（水牛） ヤギ ヒツジ
β-PC10P/β-PPC10 29.2 ± 0.6 / 70.8 ± 0.6 30.7 ± 1.6 / 69.3 ± 1.6 16.4 ± 1.0 / 83.6 ± 1.0 29.0 ± 1.1 / 71.0 ± 1.1
β-OPO/β-POO 58.4 ± 1.5 / 41.6 ± 1.5 34.8 ± 0.5 / 65.2 ± 0.5 20.0 ± 0.5 / 80.0 ± 0.5 37.0 ± 0.4 / 63.0 ± 0.4
β-POP/β-PPO 9.0 ± 0.6 / 91.0 ± 0.6 15.6 ± 0.5 / 84.4 ± 0.5 8.6 ± 0.3 / 91.4 ± 0.3 23.2 ± 0.3 / 76.8 ± 0.3













1. ポリメリック型 ODS カラムを用いた逆相 HPLC により、少なくとも１つ C12以上の
鎖長の飽和脂肪酸を持つ TAG 位置異性体ペアを分離することが可能となった。また、
β-SUS/β-SSU、β-USU/β-UUS 型 TAG 位置異性体ペアの分離が可能であった（S：飽
和脂肪酸、U：不飽和脂肪酸）。（第二章） 
2. C28カラムを用いた逆相HPLCにより、パルミチン酸（P）、ステアリン酸（St）のよ




3. 多糖誘導体型キラルカラムとリサイクル HPLC により、sn-1,3 位に C16-18 の飽和脂
肪酸と不飽和脂肪酸をもつTAG鏡像異性体のペアを初めて分離することが可能となっ
た。（第四章） 
4. ポリメリック ODS カラムによる逆相 HPLC と多糖誘導体型キラルカラムを用いたリ
サイクルHPLCにより、パルミチン酸と HUFA を含む魚油、海獣油の TAG位置異性
 72 
体、鏡像異性体存在比を初めて明らかにした。海獣油は HUFA を sn-3 位に、魚油は
HUFAを sn-2位に結合させる傾向が強いことが明らかになり、立体特異的分布による
脂肪酸分布の結果と一致していた。（第五章） 
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